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―総説― 
脳虚血後神経細胞障害における小胞体ストレスの役割







新規脳卒中治療薬探索のため、小胞体ストレスにより誘導される分子シャペロン BiP の選択的誘導薬（BiP inducer X: BIX）




Involvement of Endoplasmic Reticulum Stress in the Neuronal Death 
Induced by Ischemia 
Yasuhisa OIDA a), b), Hideaki HARA a) * 
Abstract: Recent studies have revealed that perturbation of endoplasmic reticulum (ER) functions, which is called ER stress, induces 
apoptosis. ER stress, which is caused by an accumulation of unfolded proteins in the ER lumen, is associated with neurodegenerative 
diseases such as Alzheimer disease. The purpose of this study was to provide new insights into the pathogenesis of brain ischemia for 
development of new therapeutic approaches to ischemic brain diseases. We suggest that ER stress is involved in the CA1-selective 
neuronal cell death and permanent middle cerebral artery occlusion (MCAO) induced cell death. Furthermore, to investigate a 
possible role of a selective inducer of BiP (BIX), we evaluated the neuroprotective effects of BIX against acute ischemic neuronal 
damage. BIX provided significant protection against CA1-selective neuronal cell death and permanent MCAO-induced cell death. In 
conclusion, ER stress plays an important causal role both in transient and permanent ischemic damage, and drugs which selectively 
induce BiP may exert a neuroprotective effect and may be a candidate of new therapeutic treatments of stroke. 






虚血（transient ischemic attack: TIA）、可逆性脳虚血性神経
症状発作（reversible ischemic neurological deficit: RIND）に
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は RIND を経て、最終的に脳梗塞に至る場合が多い。 
Fig. 1 ER-stress response signal pathway 
ASK1, apoptosis signal-regulating kinase 1;ATF, activating 
transcription factor; CHOP, C/EBP homology protein; ER, 
endoplasmic reticulum; ERAD, ER-associated degradation; 
IRE, inositol-requiring enzyme; JNK, c-Jun N-terminal kinase; 
GRP, glucose-regulated protein; PERK, doublestranded 
RNA-activated protein kinase-like ER resident kinase; SEK, 
stress-activated protein kinase; TRAF, tumor necrosis factor 












から unfolded protein response（UPR）や小胞体膜に局在す


















を有している。小胞体内腔には、immunogloblin heavy chain 
binding protein/ glucose-regulated protein 78（BiP/ GRP78; 以
下 BiP）、GRP94、GRP170/ oxygen-regulated protein 150
（GRP170/ ORP150）などの多種類の分子シャペロンが存
在し、それらの介添えによって、タンパク質の折り畳みが
























（selective vulnerability）と呼び海馬の CA1 野は、選択的









を虚血 12 時間、1、3 および 7 日後に pentobarbital 麻酔し、
4% paraformaldehyde 含有 0.1 M phosphate buffer（PB）（pH 











野錐体細胞において虚血 12 時間および 1 日後で、また、
海馬 CA3 野においては虚血 1 日および 3 日後に上昇して
いた。歯状回および大脳皮質には変化は認められなかった
（Fig. 2）。 
Fig. 2 Change in levels of BiP in gerbil hippocampus and 
cortex 
Immunohistochemistry for BiP showed very weak 
immunoreactivity in the sham-operated brains. In the 
hippocampal CA1, immunoreactibity was slightly elevated at 
12 h, and peaked at 1 day after ischemia. In the hippocampal 
CA3, immunoreactivity was strong at 1 and 3 days after the 
ischemia. In the DG and cortex, immunoreactivity was 
unchanged by ischemia. Scale bar = 50 μm. Boxed areas are 
shown at higher magnification view of CA1. Scale bar = 10 μm. 
DG, dentate gyrus. The result was cited from ref 7. 
また、ウェスタンブロット解析のため、同様の方法で虚血
12 時間、1、3 および 7 日後に断頭し、脳を摘出後、顕微
鏡下で海馬 CA1 野、CA3 野、歯状回および大脳皮質をそ
れぞれ単離して用いた。ウェスタンブロット解析では、





Fig. 3 Change in levels of BiP in gerbil hippocampus and 
cortex 
By Western blot analysis, BiP was apparently detectable in 
sham-operated gerbils. In the hippocampal CA1, BiP was 
significantly increased at 12 h, then increased progressively to 
peak at 3 days after the ischemia. In the hippocampal CA3, BiP 
was increased only at 1 day after the ischemia. In the DG and 
cortex, no increases were detected. Values are expressed as the 
mean ± S.E. (n = 4 - 9). *, P < 0.05; **, P < 0.01 vs. sham. The 














する経路に注目し、CHOP および CHOP の上流に位置す
る ATF-4 をそれぞれ免疫組織学的検討およびウェスタン
ブロット解析にて検討を行った。その結果、海馬 CA1 野




















側中大脳動脈を頸動脈から silicone resin 混合物 
（Xantopren+ Activator Liquid）で先端を覆った 8-0 ナイロ
ンモノフィラメント（Ethicon, Somerville, NJ, USA）を挿
入し閉塞した。マウスを MCAO 2、6、12 時間、1 および
3 日後に pentobarbital 麻酔し、4% paraformaldehyde 含有 0.1 
M PB（pH 7.4）を左心室内に注入して灌流固定 （灌流圧
130 cm H2O）し免疫染色に用いた。BiP は線条体、大脳皮
質ともに MCAO 2 時間後から徐々に上昇し始め、12 時間
後に最大に達した。MCAO 1 日および 3 日後の線条体にお
いてほとんどの神経細胞は消失していたが、残った神経細
胞では強い免疫反応性が認められた（Fig. 4）。 
Fig. 4 Change in levels of BiP expression in the striatum 
and cortex after MCAO 
Immunostaning for BiP in the striatum and cortex at 0 h, 2 h, 6 
h, 12 h, 1 day, and 3 days after MCAO. Expression of BiP 
increased gradually from 2 h onwards both striatum and cortex. 
Scale bar = 20 μm. Contra, Contralateral; Ipsi, Ipsilateral; 
MCAO, middle cerebral artery occlusion. The result was cited 
from ref 10. 
また、ウェスタンブロット解析のため、同様の方法で
MCAO 6、12 時間、1 および 3 日後に断頭し、脳を摘出後、
顕微鏡下で線条体および大脳皮質をそれぞれ単離して用
いた。ウェスタンブロット解析では、線条体において BiP
は MCAO 12 時間後に上昇傾向を示し、1 日後に有意に上
昇し、3 日後には元の状態に戻った。大脳皮質において
BiP は、MCAO 12 時間および 1 日後に有意に上昇し、3
日後には元の状態に戻った。BiP の発現上昇は線条体より
も大脳皮質において強く現れた（Fig. 5）。 
Fig. 5 Change in levels of BiP expression in the striatum 
and cortex after MCAO 
Western blot analysis showed that BiP was detectable. 
Quantitative analysis fo Western blotting showed that the 
expression level of BiP was significantly increased in the 
striatum at 1 day and in the cortex at both 12 h and 1 day. 
Values are expressed as the mean ± S.E. (n = 3 - 7). *, P < 
0.05; **, P < 0.01 vs. Control. C, Control; The result was cited 
from ref 10. 
ATF-4 の発現レベルは、線条体では MCAO 12 時間後に
上昇したが、1 日後には元に戻った。大脳皮質では 12 時
間から 1 日後にかけて上昇した。CHOP の発現は、線条体
では MCAO 6 時間後より上昇し、神経細胞が消失した後
も残存神経細胞では強い免疫反応性が認められた。大脳皮
質では12時間から1日後にかけて発現上昇が認められた。 













BiP の選択的誘導薬である BIX の神経細胞保護作用を検
討した。
砂ネズミの両側総頸動脈を杉田式クリップで 5 分間結
紮して選択的神経細胞死を誘発した。BIX は 10% dimethyl 
sulfoxide（DMSO）に溶解し、脳定位固定装置 （Narishige）
を用いて、虚血 30 分前に 10 μg/5 μl および 40 μg/5 μl 宛投
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与した。Control 群には 10% DMSO のみを投与した。投与
部位は、Paxinos and Franklin（Elsevier Science）の脳図譜
に従って右側脳室内（posterior to bregma: 0.6 mm; lateral to 
midline: 1.2 mm; into the dural surface: 2.0 mm）にカニュー
レを介して 2 分間かけて投与した。カニューレは投与後、
そのままの状態で 3 分間保持した。砂ネズミを虚血 7 日後
に pentobarbital 麻酔し、4% paraformaldehyde 含有 0.1 M PB
（pH 7.4）を左心室内に注入して灌流固定（灌流圧 130 cm 
H2O）し免疫染色に用いた。その結果、溶媒投与群におい
て虚血 7 日後にほとんどの海馬 CA1 野錐体細胞が細胞死
を起こした。BIX 40 μg 脳室内投与により、虚血後の神経
細胞死を抑制した（Fig. 6）。 
Fig. 6 Histological analysis of hippocampus after ischemia 
in gerbil 
(A) Representative photomicrographs of CV-positive and 
NeuN-positive cells in the hippocampal CA1. Scale bar = 50 
μm. (B) Quantitative analysis of CV-positive cells in 
hipopcampal CA1. (C) Quantitative analysis of NeuN-positive 
cells in hipopcampal CA1. Values are expressed as the mean ± 
S.E. (n = 5 - 8).*, P < 0.05; **, P < 0.01 vs. control. CV, cresyl 
violet; NeuN, neuronal nuclei. The result was cited from ref 11. 
マウス中大脳動脈永久閉塞誘発神経細胞障害に対する
BIX の therapeutic time window：これまでの臨床試験成績
から、虚血性脳血管障害の血栓溶解療法の therapeutic time 
window は側副血行の発達具合にもよるが、虚血発症後 3
時間以内と考えられている。そこで、永久閉塞における虚
血周辺（ペナンブラ）領域の保護とその therapeutic time 
window を見い出すことを目的として、BIX の虚血後投与
における検討を MCAO モデルを用いて行った。 
左脳側中大脳動脈の閉塞はフィラメント栓子を挿入す
ることにより行った 8, 9)。すなわち、実体顕微鏡下、左脳
側中大脳動脈を頸動脈から silicone resin 混合物 
（Xantopren+ Activator Liquid）で先端を覆った 8-0 ナイロ
ンモノフィラメント（Ethicon, Somerville, NJ, USA）を挿
入し閉塞した。BIX は 10% DMSO に溶解し、MCAO 5 分、
3 時間および 6 時間後に 20 μg/2 μl 宛投与した。Control 群
には 10% DMSO のみを投与した。投与部位は、Paxinos and 
Franklin（Elsevier Science）の脳図譜に従って右側脳室内 
（posterior to bregma: 0.1 mm; lateral to midline: 0.9 mm; into 
the dural surface: 2.0 mm）に 2 分間かけて投与した。MCAO 
1 日後に断頭し、 mouse brain matrix （ RBM-2000C, 
Activational Systems, Warren, MI, USA）を用いて前脳を 2 
mm の 厚 さ で 5 切 片 作 成 し 、 そ の 断 片 を 2% 
2,3,5-triphenyltetrazolium chloride（TTC）で 10-15 分間染色
した。梗塞部位はデジタルカメラ（Nikon Cool PIX4500）
を用いて記録し、Image J を用いて梗塞面積を測定し梗塞
体積を計算した。脳浮腫は次の公式  (infarct volume + 
ipsilateral undamaged volume – contra lateral volume) 
×100/contralateral volume（%）によって算出した 9)。MCAO 




Fig. 7 Effects of BIX administered after ischemia on a 
therapeutic window after MCAO in mice 
(A) TTC staining of coronal brain sections (2 mm thick) at 1 
day after permanent MCAO in representative mice. Upper 
panels, vehicle-injected (control) mice. Lower panels, BIX 
(intracerebroventricular injection at 20 μg)-treated mice. (B) 
Brain infarct area measured at 1 day after MCAO. Brains were 
removed and the forebrains sliced into five coronal 2 mm 
sections. * P<0.05; ** P<0.01 vs. control (n = 7 - 11). (C and 
D) Effects of BIX on infarct volume and brain swelling
(measured at 1 day after MCAO). Values are expressed as the 
mean ± S.D. (n = 7 - 11). * P<0.05; ** P<0.01 vs. control. 
MCAO, middle cerebral artery occlusion. The result was cited 









し、海馬 CA1 野錐体細胞において虚血 12 時間および 1
日後で、海馬 CA3 野では虚血 1 日および 3 日後で上昇し
ていた。一方、歯状回および大脳皮質においては、脳虚血
後 BiP の明らかな発現上昇は認められなかった（Fig. 2）。
また、BiP の発現はウェスタンブロット解析を用いても検
討を行ったが、免疫染色と同様に、海馬 CA1 野において
虚血 12 時間後から発現が上昇し始め、虚血 3 日後で最大
となった。海馬 CA3 野においては、虚血 1 日後のみ発現
が上昇した。歯状回および大脳皮質においては、脳虚血後
発現上昇は認められなかった（Fig. 3）。虚血による神経細





























脳皮質）で強いことを明らかにした（Figs. 4, 5）。 
これまでの脳虚血再灌流後の小胞体ストレスの関与は、
1）BiP mRNA は 30 分間虚血再灌流 6 時間後から 24 時間
後にかけて上昇した 16)、2）1 時間虚血再灌流後 MCA 領
域下において BiP タンパク質は虚血 5 時間後から 23 時間
後にかけて上昇し、47 時間後には減少した 17)、そして 3）
30 分間虚血再灌流 4 時間後から 24 時間後にかけて線条体
において ATF-4 および CHOP タンパク質の上昇がみられ
た 18)、などの報告がある。今回の検討ではこれらの先行












UPR は PERK や IRE1 により調整され、BiP は小胞体内
の不良タンパク質に結合し、小胞体トランスデューサーの
活性化を調節する 19)。正常時では、BiP は PERK や IRE1
の luminal domain に結合し、これらの活性化を抑制する。
小胞体ストレス時には、BiP は不良タンパク質に結合する
ため PERK や IRE1 から解離し、その結果これらのトラン
スデューサーが活性化されやすくなる。BiP は小胞体スト
レスにより誘導され、その上昇によって神経損傷を防ぐこ









BiP の選択的誘導薬である BIX の保護作用について検討
した。その結果、BIX は形態学的検討および免疫組織学的
検討において、一過性脳虚血による神経細胞死に対して虚
血 30 分前に投与することで保護効果を示した（Fig. 6）。
さらに、永久閉塞における虚血周辺領域の保護とその








SK-N-SH 細胞において、BiP mRNA は BIX 5 μM 添加後よ
り徐々に上昇し、4 時間後に最大に達し、6 時間後までそ
の発現レベルは維持されることが認められている 4)。同様
に、BiP タンパク質の発現レベルは BIX 5 μM 添加後より
12 時間まで上昇することが認められている。MCAO モデ




これまでの研究から BIX は、1 μM から 50 μM にかけ




おいて、tunicamycin による細胞死を BIX は 5 μM で抑制
し、50 μM の高用量を用いた検討においても ATF6 経路以
外による BiP mRNA の誘導は認められていない 4)。これら
の結果から、BIX による BiP 誘導のメカニズムは他の小胞
体ストレス誘導薬（thapsigargin や tunicamycin など）によ
るそれとは異なるものであることが示唆される。また、小
胞体ストレストランスデューサーの活性化は、PERK や
IRE1 の luminal domain から BiP が解離することによって




高等動物においては、少なくとも 4 種類の UPR が存在
するが、Yoshida らは、これらの応答機構が時間的に規定
されていると報告している 23)。PERK による翻訳抑制機構
の解除は、GADD34 と PP1c の働きによって行われる。ま
た、ATF6 経路によるシャペロン遺伝子の転写誘導が




























BiP の選択的誘導薬は、一過性虚血後の海馬 CA1 野錐体
細胞の神経細胞死を抑制し、永久虚血後の therapeutic time 
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本総説は岐阜薬科大学博士論文（乙第 337 号）の内容を
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